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第 1章 序論 
 
特発性血小板減少性紫斑病と新規血小板増加薬 Eltrombopagの概要 
血小板減少症は，末梢血の血小板数（通常時は 15~35 x 104/µL）が異常に低下する疾患であり，
慢性的に症状が推移するものとして，特発性血小板減少性紫斑病（Idiopathic Thrombocytopenic 




換え TPO や TPO の peptide mimetics が ITP の治療薬として開発されてきた．しかしながら，ヒト
組み換え TPO は，いくつかの病態において有効であったが（Kuter and Begley, 2002），TPO の中
和抗体の産生を誘導することが明らかとなっている．TPO の peptide mimetics も ITP 患者には有効
であるが（Wang et al., 2004; Kuter et al., 2006），体内での安定性が低いことから，それらの投与経
路は静脈内投与または皮下投与に限られる．このため，次世代の血小板減少症治療薬の開発にお
いては，免疫原性の低いペプチド，または非ペプチド性の TPO 受容体作動薬が注目されている． 
Eltrombopag（ELT,  3 -{N-[1-(3,4-dimethylphenyl)-3-methyl-5-oxo-1,5-dihydropyrazol-4-ylidene] 
hydrazine}-2 -hydroxybiphenyl-3-carboxylic acid）（Fig. 1-1）は，GlaxoSmithKline 社によって開発さ
れた新規の経口投与可能な低分子TPO受容体作動薬である（Erickson-Miller et al., 2004; Sellers et al., 
2004; Bussel et al., 2007; Jenkins et al., 2007）．現在，米国，欧州および日本では ITP を，また米国
において C 型肝炎に伴う血小板減少症を適応症として上市されている（Promacta®／Levorade®）．






















の調査によると，国内の患者数は約 2 万人であり，新たに年間約 3000 人がこの疾患に罹っている
と考えられている．Table 1-1 に本邦における ITP の診断基準を示した．血小板減少を引き起こし
うる他の疾患，特に悪性腫瘍など播種性血管内凝固症候群や骨髄転移などにより血小板減少症を
来す可能性のある疾患との区別が重要になる（Ozaki, 2006）． 
 ITP の治療法としては，「成人 ITP 治療の参照ガイド 2012 年版」（Fujimura et al., 2012）が厚
生労働省研究班から公開されている．ITP 治療は，必ずしも血小板数を正常に戻すことに固執す
るものではなく，止血に十分な血小板数を維持することを目的に行われる．Table 1-2 に ITP 治療
および使用薬剤の一覧を示した．本邦における ITP 治療としては，Helicobacter pylori 陽性の ITP
患者では，まずは H. pylori の除菌療法が行われる．研究班による臨床研究「成人 ITP に対するピ
ロリ菌感染率と除菌療法後尾の血小板増加効果」における ITP 症例のうち約 70%で H. pylori 陽性
が認められた．それらの患者においては，H. pylori の除菌を行うことで約 60%患者で血小板数の





line が無効の場合，または脾摘に同意が得られない場合は，Third line 治療として，各種薬物療法
が行われる．本邦においては，2010 年度から新しい ITP 治療薬として，TPO 受容体を刺激して血










 ELT は，経口投与可能な低分子 TPO 受容体作動薬である．ELT は，TPO 受容体の膜貫通部位
に作用し（Erickson-Miller et al., 2008），細胞内シグナル伝達を活性化し，巨核球や前駆細胞の産
生や分化を促し，末梢血中の血小板数を増加させる． 
 ヒトにおいて，ELT は肝臓で酸化代謝物やグルクロン酸抱合体などに代謝されることが知られ
ている．また，投与した ELT の 59%が糞中に，31%が尿中に回収される．特に，未変化体は糞中
にのみ排泄され（20% of the dose），尿中には検出されなかった（Bauman et al., 2010）．第 1 相臨
床試験において，健常人での ELTの体内動態は，75 mgまで投与量に比例した（Jenkins et al., 2007）．
一方で，ELT を軽度，中等症または重症の肝障害患者に投与した場合，ELT の血漿中濃度-時間曲
線下面積（AUC）は，健常人に比べてそれぞれ 41，93 または 80%増加した（Bauman et al., 2010）．
これらの結果から ELT の消失は主として肝臓を介していると考えられる．また，ELT は organic 
anaion-transporting polypeptide (OATP) 1B1 や breast cancer resistance protein (BCRP)の阻害剤である
ことが示されている（Huang et al. 2010）．さらに，臨床試験において，ELT の反復投与によって






可能性がある（Cheng et al., 2011）．そのため，ELT の血中濃度を適切なレベルに保つことは重要









が関与することを明らかにした．第 3 章においては，臨床における ELT と併用薬の相互作用の可





























































First line 治療薬 
 副腎皮質ステロイド 
 
Second line 治療 
 脾摘 
 
Third line 治療  脾摘無効例，脾摘回避例 














第 2章 Eltrombopagの体内動態と肝取り込み機構 
 
第 1節 緒言 
 
ELT は，ヒトにおいて，肝臓で代謝を受けることが報告されている（Bauman et al., 2010）．ま
た，ELT を経口投与した場合，未変化体の排泄は糞中にのみ認められ，尿中には未変化体が検出









ていると考えられる．実際に，ELT は OATP1B1 や BCRP を阻害することが報告されている（Huang 
et al. 2010）がその詳細は不明である．また，ELT は OATP1B1 による輸送は見られないとも報告
されており（Gibiansky et al., 2010），これらトランスポーターの基質であるとの報告はない．薬
物相互作用や薬物によって引き起こされる毒性を避けて適切な治療を行う上で，全身からの消失
や肝臓への移行のメカニズムに関する情報は非常に重要である．そこで，本検討において，ELT






第 2節 結果 
 
ELTの薬物動態プロファイル 
 ラットを用いて，ELT の薬物動態プロファイルを検討した．ELT は，ラットに 1 mg/kg で静脈
内投与後，血漿中から緩やかに消失し，血漿中において投与後 72 h まで検出された（Fig. 2-1A）．
また，投与後 72 h までに，投与量の約 40%が，未変化体として胆汁中に排泄された（Fig. 2-1B）．
その一方で，尿中への未変化体の排泄量は，投与量の 0.02%未満であった（Table 2-1）．全身ク
リアランス CLtotは（Table 2-1），肝血流量（3.31 x 10
3
 mL/h/kg; Davis and Morris 1993）と比べて，
とても小さな値であった．また，初期分布容積 V0および定常状態分布容積 Vdssは（Table 2-1），
それぞれ血漿容積および細胞外液量に近い値を示した（それぞれ 31.2 および 297 mL/kg）．この
ように，ELT は非常に小さなクリアランスと分布容積を有することが明らかとなった．次に，ELT






Pharmacokinetic parameters for ELT (1 mg/kg) in rats 
Each value represents the mean ± S.E.M. (n = 4). 
Parameter Value 
 CLtot (mL/hr/kg)  33.0 ± 5.2 
 CLbile,p (mL/hr/kg)  13.6 ± 2.9
a
 
 CLurine (mL/hr/kg) < 0.07
b
 
 V0 (mL/kg)  41.1 ± 5.3 
 Vdss (mL/kg)  287 ± 38 
a
 Calculated as the amount of ELT excreted into bile for 72 h devided by  
AUC for the same period. 
b










Figure 2-1.  Plasma concentration-time course (A), cumulative biliary excretion (B) and tissue 
distribution (C) of ELT after intravenous administration. 
ELT was intravenously injected into bile-duct-cannulated rats at 1 mg/kg. Serial plasma (A) and bile (B) 
samples were collected at designated time intervals. (C) Tissue-to-plasma concentration ratio (Kp) of ELT 





続いて，OTAPs の強力な阻害剤として知られている rifampicin（RIF）について，ELT の血漿中
濃度推移，胆汁排泄および肝取り込みに対する影響を検討した．RIF併用群における ELT の血漿
中濃度は，コントロール群に比べて高い値を示した（Fig. 2-2A）．また，それに付随して，RIF
併用群では ELT の胆汁排泄が低下した（Fig. 2-2B）．Integration plot 解析を用いて ELT の肝取り
込みクリアランスを直接推定したところ，RIF併用群では肝取り込みクリアランスの低下が認め
られ（Fig. 2-2C），Integration plot の傾きから求めた CLuptakeは，RIF併用群ではコントロール群の
51%であった（Table 2-2）．また，Fig. 2-2A に示した血漿中濃度推移から求めた CLtotも，RIFの






Pharmacokinetic parameters for ELT (1 mg/kg) in rats with or without RIF (20 mg/kg) 
Each value represents the mean ± S.E.M. (n = 4). 
Parameter Control With RIF 
 CLtot (mL/h/kg)
a
  34.3 ± 3.9 20.1 ± 2.1* 
 CLbile,h (mL/h/kg)
a,b
  2.38 ± 0.37 1.95 ± 0.20 
 CLuptake (mL/h/kg)
c
  44.8 ± 5.3 22.8 ± 3.3* 
* Significantly difference from control (p < 0.05). 
a
 Obtained in bile-duct-cannulated rats. 
b
 Calculated as the excretion rate of ELT into the bile for 6 to 8 hr divided by the hepatic  
concentration at 8 hr. 
c








Figure 2-2.  Plasma concentration-time course (A), cumulative biliary excretion (B) and integration 
plot (C) of ELT after intravenous administration with or without rifampicin. 
ELT was intravenously injected into bile-duct-cannulated rats at 1 mg/kg with (○) or without (●) RIF 
given as a bolus dose (20 mg/kg). Serial plasma (A) and bile (B) samples were collected at designated time 
intervals. In panel (C), liver and plasma concentrations were determined up to 20 min after ELT 
administration to analyze the initial phase of hepatic distribution. The CLuptake was obtained from the slopes 
of the regression lines (showed as solid lines). Each value represents the mean ± SEM (n = 4). *, 







み試験を行った（Figs. 2-3 and 2-4）．なお，今回の検討では，今後の遺伝子改変マウス（pdzk1-/-
マウスなど）を用いて in vivo におけるトランスポーターの関与を検討していくことを考え，ラッ
トではなくマウスから単離した肝細胞を用いた．遊離肝細胞への ELT の取り込みは，37℃におい
ては 5 分まで直線的に増加したが，4℃では取り込みがほとんど認められなかった（Fig. 2-3A）．
この結果から，5 min まで取り込みの初速度が維持されていると考え，この後の取り込み実験は
37℃，5 min で実施した．ELT の取り込み速度は，高濃度で飽和する傾向が見られた（Fig. 2-3B）．
しかしながら，ELT の Transport buffer への溶解限界（約 200 µM）のため，取り込みにおける Km
値は算出することができなかった．また，ELT の取り込みは，pH 7.4 に比べて，酸性側の pH に
おいてわずかに低下した（Fig. 2-3C）．一方で，Na+や Cl-の有無によって，影響を受けなかった
（Fig. 2-3D）． 
より詳細に ELT の取り込みを検討するために，ELT の取り込みに対する種々の化合物の影響を
検討した（Fig. 2-4）．ELT の取り込みは，rotenone や carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenyl 
-hydrazone のような ATP depleter によって低下した．このことは，ELT の取り込みがエネルギー依
存性であることを示唆している．また，ELT は有機アニオン化合物であるが，ELT 取り込みはタ
ウロコール酸やRIFなどOATP阻害剤によって阻害された（Fig. 2-4）．一方で，Tetrapentylammonium
（TPeA）や quinidine，verapamil などカチオン化合物によっても阻害された（Fig. 2-4）． GABA
















dependence (D) of the uptake of ELT by isolated mouse hepatocytes. 
(A) Uptake of ELT by mouse hepatocytes was measured over 10 min at 37 (●) or 4 °C (○) and pH 7.4. 
(B) Uptake of ELT was measured at 37°C and pH 7.4 for 5 min in the concentration range of 3 to 200 M. 
(C) Uptake of ELT was measured at 37°C and pH 5.5, 6.5 and 7.4 for 5 min. (D) Uptake of ELT was 















 was replaced with gluconate). In panels (A), (C) and (D), the results are shown 









Figure 2-4.  Inhibitory effects of various compounds on ELT uptake by isolated mouse hepatocytes. 
Uptake of ELT by freshly isolated mouse hepatocytes was measured at 37°C and pH 7.4 for 5 min in the 
absence (open column) and presence of various compounds (closed columns). Results are shown as percent 






In vivoにおける ELTの肝取り込みに対する TPeAの影響 
 遊離肝細胞への取り込みがカチオン化合物で阻害されたことが何らかの artifactによるものでは
ないことを示す目的で，in vivo においても ELT の肝取り込みがカチオン化合物によって阻害され
るかどうかを検討した．ELT の肝取り込みに対する TPeA の影響を検討した（Fig. 2-5, A and B）．
TPeA は，in vivo で organic cation transporter (OCT)1 および OCT2 の基質である metoformin の血中
濃度を上昇させることが報告されているため（Choi et al., 2007），本試験において有機カチオント
ランスポーターの阻害剤として用いた．また，本試験では，ELT の投与量を 1 mg/kg に設定して
実施した．その際の最高血漿中濃度は高くとも 40 µM であり（data not shown），この濃度におい
ては ELT の肝取り込みは直線性を維持していることから（Fig. 2-3B），肝取り込み過程は飽和し
ていないと考えられた． 
先ず，肝または腎への取り込みに OCT1 や OCT2 が関与することが報告されている metoformin
について，肝および腎への取り込みに対する TPeA の影響を検討したところ，metoformin の肝お
よび腎取り込みクリアランスは TPeA によって阻害された（Fig. 2-5C）．この結果より，in vivo
において，TPeA が OCT1 や OCT2 を阻害することが確認された．次に，TPeA とラットで ELT の
肝取り込みを阻害した RIF’（Fig. 2-2）を用いて，ELT の組織移行に対する影響を検討した（Fig. 
2-5A）．肝における ELT の取り込みクリアランスは，TPeA の併用によって有意に減少した（Fig. 
2-5A）．また，RIFによる肝取り込み阻害はマウスにおいても確認された（Fig. 2-5A）．一方で，
腎における取り込みクリアランスは，TPeA および RIF によって影響を受けなかった（Fig. 2-5B）． 
アダプタータンパクである PDZK1 は，in vivo において，種々のトランスポーターの発現や局在
を制御していることが報告されている（Wang et al., 2005; Sugiura et al., 2008）．特に，Oatp1a1 は
pdzk1
-/-マウスにおいて，ダウンレギュレーションされることが明らかとなっている（Wang et al., 
2005）．これら PDZK1 に制御されるトランスポーター群の ELT の体内動態への寄与を検討する












Pharmacokinetic study of ELT in wild-type and pdzk1
-/-
 mice 




 CLtot (mL/h/kg)  77.3 ± 4.9 55.2 ± 3.9* 
ELT (1 mg/kg) was injected intravenously into wild-type and pdzk1
-/-
mice. CLtot was  











Figure 2-5.  Effect of TPeA or RIF on CLuptake of ELT (A, B) and metformin (C) 
ELT (A, B; 1 mg/kg) or metformin (C; 30 µmol/kg) was intravenously injected into mice. TPeA (30 
µmol/kg) or RIF (20 mg/kg) was injected before the administration of ELT or metformin. Plasma 
concentrations were determined up to 2 min after the administration of ELT or metformin, and the liver and 
kidney were excised. CLuptake was estimated as the ratio of the tissue amount to AUC. Each value represents 






マウス遊離肝細胞および in vivo 試験の結果から，ELT の肝取り込みには有機アニオントランス
ポーターおよび有機カチオントランスポーターが関与することが示唆された．そこで，ELT の取
り込みに関与するトランスポーターを特定するため、ヒト肝トランスポーターである OATP1B1，




先ず，各トランスポーターの典型的基質輸送に対する ELT の影響を検討した．ELT 存在下で
OATP1B1 および OATP2B1 を介した[3H]estrone-3-sulfate 取り込み，OATP1B3 を介した[3H]estradiol 
17β-glucuronide 取り込み，および OCT1 を介した[14C]tetraethylammonium 取り込みが濃度依存的に
阻害された（Fig. 2-6）．OATP1B1，OATP1B3，OATP2B1 および OCT1 に対する ELT の Ki 値は，
それぞれ 14.9 ± 1.2，25.6 ± 7.3，8.48 ± 1.62 および 103 ± 9 µM であった．一方で，OCTN2 を介し
た[3H]carnitine 取り込みに対し，ELT は影響しなかった（Fig. 2-6）．これらの結果より，OATP1B1，
OATP1B3，OATP2B1 および OCT1 が ELT を認識する可能性が示された． 
 次に，ELT を認識する可能性がある OATP1B1，OATP1B3，OATP2B1 および OCT1 について，
ELT を輸送するか否かについて検討した．ベクターのみを導入した細胞（mock 細胞）に比べ
OATP1B1, OATP2B1およびOCT1発現細胞においてELTの高い取り込みが観察された(Figure 2-7)．
一方で，OATP1B3発現細胞での ELTの取り込みはmock細胞と差が認められなかった(Figure 2-7)． 
なお，OATP1B3 の典型的基質である[3H]estradiol 17β-glucuronide の取り込みは，今回使用した







Figure 2-6.  Effects of ELT on the uptake of typical substrates by human hepatic uptake 
transporters 
HEK293/PDZK1 cells transfected with OATP1B1 (A), OATP1B3 (B), OATP2B1 (C), OCT1 (D) or 
OCTN2 (E) gene were incubated with [
3
H]estrone 3-sulfate (OATP1B1 and 2B1) for 3 min, [
3
H]estradiol 
17beta-glucuronide (OATP1B3) for 5 min, [
14
C]tetraethylammounium (OCT1) for 15 min or [
3
H]carnitine 
(OCTN2) for 3 min at 37°C in absence or presence of ELT (●) or typical substrates or inhibitors 
(bromosulfophthalein for OATP1B1, OATP1B3 and OATP2B1, tetraethylammonium for OCT1 and 
carnitine for OCTN2, ○) at the designated concentrations. Uptake of labeled compound was measured, 
and transporter-mediated uptake was calculated by subtraction of the uptake observed in vector-transfected 
HEK293/PDZK1 cells from that in transporter gene-transfected HEK293/PDZK1 cells. Each value 










Figure 2-7.  Uptake of ELT by HEK293/PDZK1 cells transfected with OATP1B1 (A), OATP1B3 (B), 
OATP2B1 (C) and OCT1 (D). 
HEK293/PDZK1 cells transfected with the transporter gene (●) or vector alone (○) were incubated with 
ELT for 30 min at 37°C. The results are shown as cell-to-medium ratio. Each value represents the mean ± 





第 3節 考察 
 
 本章での検討結果から，ELT の主たる分布臓器および消失臓器は肝臓であることが明らかとな
った（Fig. 2-1; Table 2-1）．さらに，(1) ELT の CLtotが，integration plot 解析から得られた肝にお
ける CLuptakeと同等の値を示したこと（Tables 2-1 and 2-2），(2) RIFによる肝取り込み阻害によっ
て，ELT の CLtotと肝における CLuptakeの両方が低下したが，CLbile,hに変化が見られなかったこと
から（Fig. 2-2; Table 2-2），肝取り込みが ELT の体内からの消失における律速段階であることが
示された．ELT の肝消失において，代謝が重要な過程であることが既に報告されている（Jenkins et 
al., 2007; Bauman et al., 2010）．さらに，今回，ラットにおいては，未変化体の胆汁排泄が全身か












ンスポーターの機能変動によって体内動態が影響を受けることが知られている（Simonson et al., 
2004）． 
 ELT は，その構造中にカルボン酸構造を有し（pKa値は 4.04），生理的な pH においてアニオン
性を有する化合物である．種々のアニオン性の薬物はトランスポーターによって肝に取り込まれ，
それには OATP1B1 と OATP1B3 が重要な役割を果たしている（Kalliokoski et al., 2010; Watanabe et 
al., 2010）．それにも関わらず，ELT は OATP1B1 の基質ではないと考えられていた（Gibiansky et 
al., 2010）．しかしながら，本検討において，ELT は，OATP1B1 を発現させた HEK293/PDZK1 細
胞において，ベクターのみをトランスフェクションした細胞に比べて高い取り込みを示したこと





法を種々検討した．その結果，human serum albumin（HSA）を含有した transporter buffer を用いる
ことで，吸着の問題が解決できることを見出した．以前に行われた試験においては，ELT の非特
異的な吸着が，肝取り込みに関わるトランスポーターの同定を難しくしていた可能性があると考
えられた．また，OATP1B1 は，広範な構造を基質として認識することから（Kalliokoski et al., 2008; 





び OATP2B1，および若干ではあるが OCT1 発現系において，ELT 自身の輸送が認められた（Fig. 
2-7）．これは，マウス遊離肝細胞による ELT の取り込みが，多様な構造を有する多くの化合物に
よって阻害されたことと矛盾のない結果であった（Figs. 2-4 and 2-5）．さらに，in vivo と in vitro
の両方で，有機アニオンの rifampicin と有機カチオンの TPeA が ELT の肝取り込みを阻害したこ
とは，興味深い結果であった（Figs. 2-4 and 2-5）．これは，OCT1 によって有機アニオン化合物が
輸送されるという初めての報告である．OCT1 が属する solute carrier 22A ファミリーに同じく属し
ている有機アニオントランスポーターについては，Ahn ら（2009）によって有機カチオンを輸送
することが報告されている．OCT1 による ELT の認識に関して，ELT 分子の部分電荷について解
析したところ，カルボキシル基の炭素やピラゾロン環のカルボニル基の炭素（Fig. 1-1）が，正の








の認識性を遺伝子導入細胞を用いて検討した（Figs. 2-6 and 2-7）．しかし，臨床での適切な使用
を考えていくためには，ヒト肝細胞を用いた実験で，ヒトにおけるそれぞれのトランスポーター
の ELT の肝取り込みに対する寄与率を明らかにしていく必要があると考えられた． 
 本検討において，ELT は OATP1B1 を介した輸送を阻害した（Fig. 2-6）．この結果は，臨床に
おける ELTと rosuvastatinの薬物相互作用が認められていること（allred et al, 2011）と矛盾しない．
ELT を反復投与した後に，rosuvastatin を服用すると，rosuvastatin の AUC が 55%，Cmaxが 103%増
加することが報告されている（Allred et al, 2011）．Rosuvastatin の全身からの消失に対して
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OATP1B1 が重要な役割を果たしていることを考えると（Kitamura et al., 2008），ELT による
OATP1B1 の阻害を介して，このような相互作用が起こりうると考えられた．しかしながら，ELT
のOATP1B1に対するKi値は 14.9 µMであり，ELTの臨床濃度（Cmax = 14 µM）（Williams et al., 2009）
に近い値であった．さらに，ELT は高い血漿中タンパク結合率（>99.9%）を有するため（Bauman 
et al., 2010），臨床における ELT の遊離型濃度はずっと低い濃度になると考えられた．Ito ら（1998）
の式に従い，ELT の最高門脈中遊離型濃度を計算すると約 0.026 µM であり，もし単純な OATP1B1
に対する競合阻害を仮定すると，ELT と rosuvastatin の相互作用は説明できない．これに対する一
つの仮説としては，タンパクと結合した ELT も OATP1B1 を阻害するというものが考えられる．
この仮説は，OATP1B1 を介した輸送が OATP1B3 を介した輸送に比べて，アルブミンに比較的感
受性が低いという報告（Cui et al., 2001; Cui and Walter 2003）に支持される．さらに別の仮説とし
ては，基質依存性の阻害が考えられる．OATP1B1 は基質結合サイトを複数有するため（Tamai et al., 
2001），estrone-3-sulfate と rosuvastatin では OATP1B1 の基質認識部位が異なる可能性がある．ま
た，OATP1B1 は一部の抗がん剤の体内動態にも関与する．例えば，irinotecan の活性代謝物であ
る 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin（SN-38）や methotrexate が挙げられる（Fujita et al., 2014; van de 
Steeg et al., 2009）．ガン化学療法においても血小板減少症が起こることが知られており，ELT は
抗がん剤を服用している患者に対しても将来的に投与される可能性がある．そのため，OATP1B1
を介した抗がん剤の輸送に関しても，ELT の相互作用を検討していく必要あると考えられた． 
 また，腎移植を受けた患者において，ELT の AUC は健常人に比較して，32 から 60%低下する
ことが報告されている（Bauman et al., 2010）．本検討において，ELT は腎臓によく分布すること
が明らかとなったが（Fig. 2-1），尿中には検出されなかった（Table 2-1）．この結果は，尿細管
における分泌が少ないこと，または再吸収が非常に多いこと，もしくはその両方であることを示
唆しているが，ELT の消失に主要臓器が肝臓であること（Fig. 1; Table 1）を考えると，腎機能が
ELT の体内動態に影響するとは考えにくい．腎移植患者では，血漿中の尿毒素やその他の毒性物
質の濃度が上昇していることが知られている（Lim et al., 1993; Sakai et al., 1996; Fujita et al., 2011）．
いくつかの尿毒素は血漿タンパク結合率が非常に高いことから（Takamura et al., 1997），尿毒素
が血漿中タンパク結合を飽和させる可能性がある．尿毒素とのタンパク結合による相互作用によ
り，ELT の遊離型濃度が高くなることにより，ELT の肝消失が亢進し，循環血中の ELT 濃度が低
下を引き起こした可能性があると考えられる． 













第 3章 Eltrombopagと Rosuvastatinの薬物相互作用機構 
 
第 1節 緒言 
 
第 2 章で述べてきたように，ELT の体内からの消失における律速段階は，その肝取り込み過程
であると考えられる．また，肝取り込みの少なくとも一部には OATP1B1 が関与するが，このト
ランスポーターの詳細な寄与率はまだ分かっていない．一方で，Gemfibrogil，rifampicin または
cyclosporin A は，ヒトにおいて，併用薬の OATP1B1 を介した肝取り込みに，臨床上重大な影響を
与えることが知られている（Kalliokoski et al., 2010）．OATP1B1 は，hydroxymethylglutaryl coenzyme 
A (HMG-CoA) reductase 阻害剤などの脂質異常症治療薬や，repaglinide および nateglinide などの糖
尿病治療薬など広範な基質薬物を認識する（Kalliokoski et al., 2008; Kitamura et al., 2008）．そのた





Allred ら（2011）は，ELT との併用による rosuvasttin の血漿中濃度が増加することを報告した．
一方で，その際には，ELT の血漿中濃度は rosuvastatin によって影響を受けなかった（Allred et al., 
2011）．第 2 章での検討において，遺伝子発現細胞を用いた in vitro 阻害試験では，ELT は OATP1B1
の阻害剤として働くこと示した．Rosuvastatin は主として肝臓から消失すること（Martin et al., 








報告されている ELT と rosuvastatin の相互作用について着目した（Allred et al., 2011）．ELT はヒ
ト肝細胞において，OATP1B1 を介した rosuvastatin 取り込みを強力に阻害したものの，PBPK モデ
ル解析では，in vivo ではほとんど相互作用を起こさないと示された．その代わりに，ELT は，ATP 
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binding casstte（ABC）トランスポーターである breast cancer resistance protein（BCRP）の強力な阻
害剤であることを見出した．以上の結果は，ヒト in vivo における ELT と rosuvastatin の相互作用
サイトは，消化管における BCRP であると示唆している．第 3 章では，ELT と併用薬との薬物相





第 2節 結果 
 
OTAP1B1を介した ELT取り込みに対する併用薬の影響 
HEK293/OATP1B1 細胞を用いて，OATP1B1 を介した ELT 取り込みに対する ITP 治療薬や生活
習慣病薬などの併用薬の影響を検討した．OATP1B1 を介した ELT 取り込みは，rosuvastatin，
atorvastatin，repaglinide，nateglinide，glibenclamide および clarithromycin の存在下において低下が
認められた（Fig. 3-1）．その中でも，rosuvastatin および atorvastain による阻害が特に顕著であり，
最も低い IC50値を示した（Table 3-1）．Repaglinide，nateglinide，glibenclamide および clarithromycin
は濃度依存的な阻害を示したが，その阻害作用は顕著なものではなかった（Fig. 3-1）．本検討で
は，ELT の非特異的吸着を防ぎ，OATP1B1 を介した ELT 取り込みを評価するために（Takeuchi et 
al., 2011），5 µM HSA 存在下で取り込み実験を実施した．そのため，rosuvastatin および atorvastatin
以外の薬物の IC50値は，5 µM HSA 存在下における見かけの IC50値で示した．顕著な阻害を示し
た rosuvastatin および atorvastatin については，5 µM HSA を含有する transport buffer 中における遊
離型分率を平衡透析法を用いて測定し，IC50値を遊離型濃度で示した．得られた rosuvastatin およ









Figure 3-1.  Effect of therapeutic agents on ELT uptake by HEK293/OATP1B1 cells 
HEK293/OATP1B1 cells were incubated with ELT (10 µM) for 30 min at 37˚C in the absence or presence 
of various therapeutic agents for ITP (panel A) including prednisolone (●), clarithromycin (◆), 
amoxicillin (▲), omeprazole (■), rabeprazole (○), lansoprazole (◇), azathioprine (△), and 
cyclophosphamide (□) and those for lifestyle diseases (panel B) including rosuvastatin (●), atorvastatin 
(◆), pravastatin (▲), repaglinide (○), glibenclamide (◇), and nateglinide (△). Transport buffer 
containing 5 µM HSA was used in order to prevent non-specific adsorption of ELT. OATP1B1-mediated 
uptake was calculated by subtraction of the uptake observed in HEK293/mock cells from that in 
HEK293/OATP1B1 cells, and normalized by the uptake in the absence of inhibitors. Each value represents 







IC50 for the inhibition by therapeutic agents of OATP1B1-mediated uptake of ELT or rosuvastatin,  
and their clinically effective concentration 
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 0.090 29 (0.029) 41 (0.041) 
a) Estimated in HEK293/OATP1B1 cells in the present study. 
b) Maximum plasma concentration cited from the interview forms. Values in parenthesis represent unbound 
concentration, which was calculated as fp・Cmax,sys. 
c) The maximum concentration at the inlet to liver was calculated using Eq. (3). Values in parenthesis 
represent unbound concentration, calculated as fp・Cmax,pv. 
d) Protein binding in the uptake study for these compounds was experimentally determined, and the IC50 
values in parenthesis were defined in terms of unbound concentration. 






In vivo において，併用薬が OATP1B1 を介した ELT 取り込み阻害が起こるかどうかを検討する
ために， OATP1B1 による ELT 取り込みに対する併用薬の IC50値と臨床最高血中濃度（Cmax,sys）
および最高門脈中濃度（Cmax,pv）（Table 3-1）との比較を実施した．Rosuvastatin と atorvastatin 以
外のすべての薬物においては，Cmax,sysおよび Cmax,pvのいずれもが，IC50値を大きく下回っていた
（Table 3-1）．一方で，rosuvastatin と atorvastatin においては，Cmax,pvが IC50値の 7~8 倍と上回っ
ていた（Table 3-1）．従って，門脈内濃度で考えた場合，ヒトにおいても，これらの化合物によ
って OATP1B1 による ELT 取り込みが阻害される可能性が考えられた．しかしながら，臨床にお
いては rosuvastatin は ELT の血漿中濃度に影響しないという報告がある（allred et al., 2011）．Cmax,pv
を用いた解析では，相互作用を過大評価している可能性が考えられた． 
 そこで，より定量的に薬物相互作用を予測するために，PBPK モデル（Fig. 3-2）を用いて血漿
中濃度のシミュレーションを実施した．先ず，ELT を単独で経口投与（75 mg; Deng et al., 2011）
した場合の血漿中濃度推移を PBPK モデルに当てはめ，ELT の体内動態を記述するモデルの構築
を試みた．当てはめによって ka，Vdおよび PSinfを求め，その他のパラメータは文献値を用いた
（Table 3-2）．その結果，fitted line は実測値を比較的よく説明することができた（Fig. 3-3A, solid 
line）．同様に，rosuvastatin についても単独経口投与時の血漿中濃度推移（10mg; Allred et al., 2011）
を当てはめることで ka, Vdおよび PSinfを求めたところ，fitted line は実測値をよく説明することが
できた（Fig. 3-3B, solid line）．次に，式 7（実験の部）から求めた PSinf,appを用いて，rosuvastatin
を併用した際のELTの血漿中濃度をシミュレーションした．その結果，ELTの血漿中濃度推移は，
ELT 単独投与時とほとんど変化がなく（Fig. 3-3A），臨床報告と一致した（Allred et al., 2011）．
さらに，in vivo における OATP1B1 による ELT 取り込みの IC50値と in vitro における IC50 値の 1/3







Figure 3-2.  Schematic diagram of the PBPK model  predictingthe concentration-time profile of 
ELT and rosuvastatin 
Fa・Fg and ka represent fraction absorbed and first order absorption rate constant. Qh represents hepatic 
blood flow. PSinf, PSbile, and CLNH represent intrinsic clearance of hepatic uptake, biliary clearance, and 
non-hepatic clearance, respectively. 
 
Mass balance equations: 
GI tract:   dX
g
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Pharmacokinetic parameters for ELT and rosuvastatin 





















































a) Cited from FDA Pharmacology Review of Promacta. 
b) Cited from Martin et al., 2003. 
c) Cited from Davies and Morris, 1993. 
d) Cited from Watanabe et al., 2009. 
e) Estimated by fitting in the present study. 
f) Blood-to-plasma partition ratio 
g) Unbound fraction in plasma 
h) Volume of extracellular space in liver 









Figure 3-3.  Fitting and simulation of plasma concentration profile of ELT (A) and rosuvastatin (B, 
C) when these drugs are administered alone or together 
Closed circle represents clinical data previously obtained when ELT (75 mg) or rosuvastatin (10 mg) was 
orally administered alone, while dotted lines represent those previously obtained when both drugs were 
simultaneously administered (Allred et al., 2011). Solid lines in panels (A) and (B) represent fitted ones to 
the PBPK model shown in Figure S1. Broken lines in panels (A) and (B) represent simulated profiles after 
co-administration of both drugs when we consider the interaction at OATP1B1 for the cases where Ki was 
set to be the same as IC50 obtained in HEK293/OATP1B1 cells, or 1/3 and 1/10 of that value. Broken lines 
in panel (C) represent the simulated profiles after co-administration of both drugs when we consider the 
interaction at BCRP in the small intestine, and Fa・Fg is assumed to be 0.9. Note that the broken line (IC50) 

































































0 6 12 18 24
Time (hr)



































臨床で認められている ELT と rosuvastatin の相互作用に着目し，その相互作用機構を検討した
（Allred et al., 2011）．Rosuvastatin は主に肝臓から消失することから（Martin et al., 2003），ELT
との相互作用が肝取り込み過程において起こると考え，先ず，ヒト肝細胞を用いて rosuvastatin 取
り込みに対する ELT の影響を検討した．ヒト肝細胞による rosuvastatin 取り込みは，ELT によっ
て濃度依存的に阻害された（IC50は約 0.11 µM; Fig. 3-4A）．また，ELT と rosuvastatin は OATP1B1
の基質であることから，HEK293/OATP1B1 細胞を用いて，rosuvastatin 取り込みに対する影響を検
討した．Rosuvastatin 取り込みは，OATP1B1 発現細胞においても ELT によって濃度依存的に阻害
され，ヒト肝細胞における IC50と同等の値を示した（Fig. 3-4B; Table 3-1）．この結果より，ELT
による rosuvastatin 肝取り込み阻害は，OATP1B1 を介して起こると考えられた． 
次に，より定量的にヒトにおける ELT と rosuvastatin の相互作用を検討するために，式 7（実験
の部）より得られた PSinf,appを用いて，ELT 存在下での rosuvastatin の血漿中濃度を，生理学的モ
デルに基づいてシミュレーションしたところ，rosuvastatin の血漿中濃度推移は rosuvastatin 単独投
与に比べてほとんど変化が認められなかった(Fig. 3-4B)．AUC および Cmaxの上昇率はそれぞれ 24
および 21%であった．これは，臨床における AUC および Cmaxの上昇率（55 and 103%, respectively; 
Allred et al., 2011）の一部を説明できるにとどまった．In vivo における IC50値を in vitro の 1/3 また
は 1/10 と仮定した場合では，予測した血漿中濃度推移が臨床データに近い結果になった（Fig. 
3-4B）． 
 また，第 2 章の検討において，ELT は OCT1 の基質であり，阻害剤にもなることが分かってい
る．そこで，OCT1 の基質である metformin，ranitidine および cimetidine（Bourdet et al., 2005; Kimura 
et al., 2005）の取り込みに対する ELT の影響を HEK293/OCT1 細胞を用いて検討した．Cimetidine
取り込みに対する ELT の影響はほとんど認められなかった．一方で，ELT は OCT1 を介した
metoformin 取り込みに対して，濃度依存的な阻害を示した（IC50は 39 µM; Fig. 3-4C）．5 µM HSA
含有 transport buffer 中での ELT の遊離型分率で補正した IC50値は，0.28 µM であった．血漿中遊









Figure 3-4.  Effect of ELT on uptake of rosuvastatin by human hepatocytes (A) and OATP1B1 (B) 
and effect of ELT on OCT1-mediated drug uptake (C) 
(A, B)  In panel (A), human hepatocytes were incubated with rosuvastatin (1 µM) for 10 min at 37˚C in 
the absence or presence of ELT. In panel (B), HEK293/OATP1B1 cells were incubated with rosuvastatin (1 
µM) for 5 min at 37˚C in the absence or presence of ELT. OATP1B1-mediated uptake was calculated by 
subtraction of the uptake in HEK293/mock cells from that in HEK293/OATP1B1 cells. In panels (A) and 
(B), the uptake was examined in the absence of HSA, and ELT concentration shown on the abscissa 
represents that experimentally measured. Each value represents the mean±S.E.M. (n=3-6). 
(C)  HEK293/OCT1 cells were incubated with the transport buffer containing 5 µM HSA and metformin 
(3 mM, 30 min, ●), ranitidine (30 µM, 15 min, ◆) or cimetidine (30 µM, 15 min, ▲) at 37°C in the 
absence or presence of ELT. OCT1-mediated uptake was calculated by subtraction of the uptake in 





消化管における ABC トランスポーターと ELTの相互作用 
 次に ELT と rosuvastaitin の薬物相互作用のメカニズムとして，排泄過程に着目した．肝臓にお
いて，rosuvastatin は種々の ABC トランスポーターを介して胆汁中へ排泄される（Kitamura et al., 
2008）．Rosuvastatin の消化管での排出に関しても，ABC トランスポーターで制御されているこ




または P-glycoprotein は，rosuvastatin の消化管での排出により大きく関与していることが示唆され
た．ELT を mdr1a/1b/bcrp-/-マウスに経口投与した際の血漿中濃度推移は wild-type マウスよりも高
い推移を示した（Fig. 3-5C）．このことから，ELT はこれらのトランスポーターと相互作用する
ことが示唆された．次に，消化管吸収過程における ELT と rosuvastatin の相互作用を検討するため
に，rosuvastatin を ELT の存在下，非存在下で小腸のループに投与した際の血漿中濃度推移を検討










Figure 3-5.  Involvement of two ABC transporters in gastrointestinal absorption of rosuvastatin and 
ELT in mice 
(A, B)  Plasma concentration-time profiles of rosuvastatin were measured after oral administration (10 
mg/kg, A) and i.v. bolus injection (4 mg/kg, B) in wild-type (open circles) and mdr1a/1b/bcrp
-/-
 (closed 
circles) mice. Each value represents the mean ± S.E.M. (n = 3).  
(C)  Plasma concentration-time profiles of ELT was measured after oral administration of ELT (1 mg/kg) 
in wild-type (open circles) and mdr1a/1b/bcrp
-/-
 (closed circles) mice. Each value represents the mean ± 








Figure 3-6.  Interaction of ELT with rosuvastatin in small intestine in mice 
Plasma concentration-time profiles of rosuvastatin were measured in wild-type mice after injection into an 
intestinal loop of rosuvastatin (10 mg/kg) with (closed circles) or without (open circles) ELT (2 mg/kg). 






 ELT と rosuvastatin の相互作用は，肝取り込み過程における相互作用だけでは完全に説明ができ
なかった（Fig. 3-2B）ため，BCRP または P-glycoprotein による排出過程でも起きているのではな
いかと考えた．そこで，BCRP を介した rosuvastatin の郵送に対する ELT の阻害作用を明らかにす
るために，MDCKII/BCRP/PDZK1 細胞を用いて rosuvastatin の経細胞輸送実験を行った．
MDCKII/BCRP/PDZK1 細胞における rosuvastatin の Apical (AP) -to- basal (BL)方向の輸送は，BCRP
を発現していない MDCKII/mock/PDZK1 細胞よりも小さい値を示した（Fig. 3-7A）．10 µM ELT
存在下では，MDCKII/BCRP/PDZK1 細胞における rosuvastatin の AP-to-BL 方向の輸送が増加し，
両方の細胞における輸送がほぼ等しくなった（Fig. 3-7A）．次に，rosuvastatin の両方向の輸送に
対して，ELT 濃度を振ったの場合の影響を検討し，net flux ratio を算出した．Net flux ratio は ELT
の濃度依存的に低下した（Fig. 3-6A）．さらに，ELT と BCRP との相互作用を説明するために，
BCRP により ELT が輸送されるかどうかを検討した．MDCKII/BCRP/PDZK1 細胞における ELT の
AP-to-BL 方向の輸送は，MDCKII/mock/PDZK1 細胞に比べて小さい値を示した（Fig. 3-8A）．BCRP
阻害剤である ko143 を添加することで，MDCKII/BCRP/PDZK1 細胞における ELT の AP-to-BL 方
向の輸送が上昇した（Fig. 3-8A）．また，ELT の net flux ratio は，ELT 濃度の増加に伴い低下し
た（Fig. 3-8B）．一方で，ELT と P-gp の相互作用は大きいものではなかった．LLC-GA5-COL150
細胞による rhodamine 123 取り込みは，P-glycoprotein の典型的な阻害剤である verapamil では増加
したが，ELT については，10 µM までほとんど影響を示さなかった．一方，30 µM ではわずかに
rhodamine123 取り込みが増加したが，同様の増加が LLC-PK1 細胞でも認められた（Fig. 3-7C）．
また，rosuvastatin（5 µM）取り込みに対する ELT（3 µM）の影響についても検討したが，両細胞
における取り込みに差は認められなかった（data not shown）． 
上述したように，消化管における BCRP を介した rosuvastatin 輸送が ELT により阻害されたこ











Figure 3-7.  Inhibition by ELT of BCRP-mediated transport of rosuvastatin (A, B), but minimal 
effect of ELT on P-glycoprotein (C) 
(A) Transcellular transport of rosuvastatin (5 µM) in the apical-to-basal direction was measured across 
MDCKII/BCRP/PDZK1 (closed symbols) and MDCKII/Mock/PDZK1 cells (open symbols) in the 
presence (triangles) or absence (circles) of ELT (10 µM). Each value represents the mean ± S.E.M. (n = 
3-12). 
(B) Transcellular transport of rosuvastatin was measured in the absence or presence of various 
concentrations of ELT in both MDCKII/BCRP/PDZK1 and MDCKII/Mock/PDZK1 cells, and the net flux 
ratio of rosuvastatin was calculated. Each value represents the mean ± S.E.M. (n = 3-6). 
(C) Uptake of rhodamine123 (5 µM) was measured in the absence or presence of ELT or P-glycoprotein 
inhibitor verapamil (VER) in LLC-PK1 (open bar) and LLC-GA5-COL150 (closed bar). The uptake was 









Figure 3-8.  Saturable transport of ELT by BCRP 
(A) Transcellular transport of ELT (1 µM) in the apical-to-basal direction was measured in 
MDCKII/BCRP/PDZK1 (closed symbols) and MDCKII/Mock/PDZK1 cells (open symbols) in the 
presence (triangles) or absence (circles) of BCRP inhibitor Ko143 (1 µM). Each value represents the mean 
± S.E.M. (n = 3-9). 
(B) Transcellular transport of ELT was measured at various concentrations in both MDCKII/BCRP/PDZK1 
and MDCKII/Mock/PDZK1 cells, and the net flux ratio of ELT was calculated. Each value represents the 





第 3節 考察 
 
 慢性 ITP は，一般的には 20 から 40 歳の若い女性で発症するケースが多い．しかし，近年，60
から 80 歳と高齢者においても発症することが報告されている（Kurata et al., 2011, Bennett et al., 
2011）．高齢者は生活習慣病薬を服用しているケースが多く，ELT はそれらと併用される可能性
がある．しかし，臨床において，ELT の肝取り込みに対して他剤が及ぼす影響についての報告は
ない．そこで，本検討において，OATP1B1 を介した ELT 肝取り込みに対する種々の併用薬の影
響を検討した．OATP1B1による ELT取り込みは数種の併用薬によって濃度依存的に阻害された．
特に，rosuvastatin と atorvastatin は強力な阻害剤であった（Fig. 3-1）．遊離型濃度から算出した IC50
値は，遊離型 Cmax,pvと比べて 1/7~1/8 と小さな値であった（Table 3-2）．そのため，これらの statins
と ELT の間で相互作用が起こることを否定できなかった．しかし，これは，臨床における
rosuvastatin と併用しても ELT の血漿中濃度は変化しないという報告と矛盾する（Allred et al., 
2011）．Cmax,pvを用いた static model での予測は，しばしば相互作用を過大評価し，false-positive
を生じさせる．そこで，次に PBPK モデル（Fig. 3-2）を用いたより定量的な予測に着目した．こ
の PBPKモデルを用いた dynamic modelによる予測では，rosuvastatinの併用によっては血漿中 ELT
濃度はほとんど変化しなかった（Fig. 3-3A）．これは臨床結果（Allred et al, 2011）をよく説明す
ることができるものであった．さらに，いくつかの OATP1B1 阻害剤では，in vitro よりも in vivo
で強い阻害作用を示すという報告があることから（Varma et al., 2012），rosuvastatin の阻害作用が
3~10 倍強いと仮定した場合のシミュレーションを実施した（Fig. 3-3A）．In vivo における Ki 値が
in vitro で得られた IC50 値の 1/10 と仮定した場合においても，ELT の AUC の上昇率は 23%に留
まった（Fig. 3-3A）．これらに結果より，rosuvastatin による OTAP1B1 を介した ELT 取り込みの
阻害による相互作用が起こる可能性は低いと考えられた． 
 一方で，臨床において ELT は併用により rosuvastatin の血漿中濃度を増加させる（Allred et al., 
2011）．Rosuvastatin は主に肝臓から消失し（Martin et al., 2033），rosuvastatin 肝取り込みには
OATP1B1 が重要な役割を果たしている．これらの報告は，ELT と rosuvastatin の相互作用は
OATP1B1 を介している可能性を示している．実際に，本検討において，ELT は HEK293/OATP1B1
細胞およびヒト肝細胞による rosuvastatin 取り込みを阻害し，両細胞でほぼ同等の IC50値を示した
（Fig. 3-4A and B）．これらの結果から，ELT が OATP1B1 を介した rosuvastatin の肝取り込みを
阻害する可能性が示唆された．しかしながら，PBPK モデルを用いて定量的にシミュレーション
を行ったところ，ヒトにおける rosuvastatin の血漿中濃度は，ELT の併用によってごくわずかに影




を実施した．その結果，in vivo での Ki 値を in vitro で得られた IC50値の 1/3~1/10 と仮定した場合，
AUC および Cmaxの上昇に関しては，よく説明することができた．しかし，ELT がそのように
OATP1B1 を強く阻害すると仮定した場合，OATP1B1 を介した全身クリアランスの低下に基づく
ものと考えられるが，Tmaxが約 1 時間遅延する予測結果となった（Fig. 3-3B）．この結果は，Tmax
がほとんど変化しないという臨床報告と矛盾するものであった（Fig. 3-3B, Allred et al. 2011）． 
 OATP1B1 による肝取り込み阻害以外の相互作用機構として，肝または小腸における rosuvastatin
の排出トランスポーターを介するメカニズムが考えられた．Rosuvastatin は BCRP，P-glycoprotein
および mulitidrug resistance-associated protein 2 の基質であることが報告されている（Huang et al., 
2006; Kitamura et al., 2008）．ELT との併用によって，rosuvastatin の消失相にほとんど変化が見ら
れないことから，妥当な相互作用機構として，ELT による rosuvastatin の小腸での排出トランスポ
ーター阻害が考えられた．この仮説は，げっ歯類における mdr1a/1b/bcrp の triple gene knockout 動
物における rosuvastatin の血漿中濃度推移が，静脈内投与（Fig. 3-5A）に比べて，経口投与におい
てにより大きな影響を示した（Fig. 3-5B）ことからも支持される．また，マウス小腸ループ投与
試験において，ELT の併用により rosuvastatin の吸収が遅延することが示された（Fig. 3-6）．そこ
で，本検討においては，消化管排泄トランスポーターBCRP および P-glycoprotein を ELT が阻害す
るかどうかを検討した．ELT は，MDCK/BCRP/PDZK1 細胞における BCRP を介した rosuvastatin
の輸送を阻害したが，MDCK/mock/PDZK1 細胞においては影響を示さなかった（Fig. 3-7A）．
Rosuvastatin の net flux ratio は 10 µM ELT 存在下で低下した（Fig. 3-7B）．さらに，ELT 自身も
BCRP に輸送され，BCRP による ELT 輸送は約 10 µM で飽和した（Fig. 3-8）．Tachibana ら（2009）
は，小腸における CYP3A4 や P-glycoprotein 阻害の強さの指標として，drug-interation number（DIN）
を提唱している．ELT の BCRP 阻害の IC50値と臨床投与量を使用して，この仮説を BCRP に当て
はめた．ELT の BCRP に対する見かけの IC50値は約 10 µM であるが，これは HSA 存在下での阻
害作用である．そこで，HSA を含有する transport buffer 中での ELT の遊離型分率（約 0.0072）か
ら遊離型濃度に基づく IC50値を算出したところ，0.07 µM であった．この IC50値と ELT の投与量
（75 mg）を用いると，DIN は 2,000 L 以上と計算された．Tachibana ら（2009）のクライテリアに
当てはめると，ELT と rosuvastatin の相互作用の強さは大きいと考えられ，相互作用は消化管にお
ける BCRP 阻害によるものであるという考えが支持された．最後に，ELT によって小腸の BCRP
が阻害されたことによって，Fa･Fgが 0.9 となったと仮定して，rosuvastatin の血漿中濃度をシミュ
レーションした．その結果，rosuvastatin の血漿中濃度は，臨床で ELT と併用した際の血漿中濃度
とほぼ同等なレベルまで上昇した（Fig. 3-3C）．これは，rosuvastatin と ELT の相互作用において，
消化管における BCRP が重要な役割を果たすとという結論を裏付けるものであった．ABCG2 の遺
伝子多型（421C>A）を持つ患者で rosuvastatin を経口投与後の血漿中濃度が増加することが報告
されている（Keskitalo et al., 2009）．BCRP は消化管，肝臓および腎臓の刷子縁膜側に発現してお
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り，その基質の細胞外にくみ出すことで細胞内濃度を低下させる（Maliepaard et al., 2001）．BCRP
の遺伝子多型によって rosuvastatin の AUC は上昇する一方で，消失半減期に変化が見られないこ
とから（Keskitalo et al., 2009），小腸における BCRP は rosuvastatin の吸収において最も需要であ
ると考えられる．興味深いことに，421C>A ABCG2 を有する患者において経口投与後の血漿中
rosuvastatin 濃度は，wild-type の遺伝子型を有する人の約 2 倍となる（Keskitalo et al., 2009）．こ
れは，421C>A の遺伝子多型によって BCRP の機能がほとんど失われた結果であると考えられ，
ELT によってほぼ完全に BCRP が阻害されて Fa･Fgが 0.5から 0.9に増加するという本検討におけ
る仮説と矛盾しない． 
ITP は，自己抗体によって起こる血小板破壊の更新または血小板産生の減少によって，引き起
こされると考えられる．臨床では，ITP の患者は様々な併用薬を服用している（Stasi et al., 2004）．
例えば，現在の ITP の一次治療は，predonisolone のような副腎皮質ホルモンによる免疫抑制療法
である．また，Helicobacter pylori 陽性の患者においては，H. pylori の除菌により血小板数が増加
することが多いことから，ITP 患者において clarithromyacin，amoxicillin およびプロトンポンプ阻
害剤による除菌療法が行われることがある．azathioprine や cyclophosphamide のような免疫抑制剤
も ITP に有効である．本検討において，これらの薬物について，ELT の輸送に関与する肝取り込
みトランスポーターOATP1B1 に対する影響を検討した（Fig. 3-1）．検討した薬物の中では，
clarithromycin が弱い，濃度依存的な阻害を示した．しかし，それらすべての薬物の IC50値は，
rusuvastatin および atorvastatin を除く生活習慣病薬と同様に，Cmax,pvと比べて大きな値であった
（Table 3-1）．本検討では，OATP1B1 を介した ELT 取り込みを測定するために用いている transport 
buffer は HSA を含んでおり，IC50値は HSA 存在下での Total 濃度から算出している．しかし，今
回用いている HSA 濃度は 5 µM であり，生理的なアルブミン濃度（約 600 µM）に比べるとずっと
少ない．そのため，輸送実験における遊離型濃度は，ヒト血漿中での遊離型濃度と比べて同等か
または高いと考えられる．そのような状況下でも，調査したほとんどの薬物の IC50値が Cmax,pvよ
りも大きかった（Table 3-1）ことは，in vivo においても OATP1B1 を介した ELT とこれらの薬物
との相互作用は起こらないことを示唆する．Wire ら（2012）は，ELT と他の併用薬との相互作用




ELT の血漿中濃度は ABCG2 の遺伝子多型（421C>A）に影響を受けることが報告されている
（allred et al, 2011）．本検討において，ELT は 10 µM 付近で輸送が飽和することから，BCRP に
高い親和性を有する基質であることを明らかとした．また，421C>A の遺伝子多型は白人に比べ
て，アジア人で多く認められる（de Jong et al., 2004, Ieiri et al., 2006）．これは，ELT が白人より
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アジア人において高い AUC を示すこと（Hayes et al., 2011），また日本においては ELT の臨床で
の開始用量が 12.5 mg と欧米（50 mg）に比べて少ないことの理由の一つかもしれない．このよう
に，BCRP は，ELT の体内動態を決定する重要な因子であると考えられた．ELT による BCRP 阻
害は臨床用量で起こるということは，消化管における BCRP による ELT の輸送は少なくとも部分
的に飽和しているかもしれないということは興味深い．このことから，他の経口 BCRP 基質薬物
と ELT との相互作用の可能性について更なる評価が必要と考えられた． 
本検討においては，ELT は強力な OATP1B1 阻害剤（IC50は約 0.1 µM; Fig. 3-3）であるにも関わ
らず，OATP1B1 を介した ELT と併用薬の相互作用は明確には示されなかった．この IC50値は，
LC-MS/MS で直接測定した培地中 ELT 濃度から算出したものである．一方で，もし ELT の添加
濃度を用いていたら，IC50値は約 3 µM となり，30 倍も阻害作用を過小評価してしまう．ELT の
ように非特異的吸着を起こしやすい化合物については，その阻害作用を検討する際は注意が必要
である．また，rosuvastatin や atorvastatin の OATP1B1 を介した ELT 取り込みに対する IC50値（0.05 
and 0.03 µM, respectively, Table 3-1）は，OATP1B1 に対するこれらの薬物の Km値（それぞれ 0.802 
and 12.4 µM; Kitamura et al., 2008, Kameyama et al., 2005）よりもずっと小さい． これは，ELT に対





 第 3章において，ELT の OATP1B1 を介した肝取り込みは，in vitro では rosuvastatin や atorvastatin
によって強く阻害されるにも関わらず，in vivo では ELT の血漿中濃度にほとんど影響を与えない
ことが示唆された．これは，臨床においては，OATP1B1 阻害剤と併用しても，ELT が相互作用を
受ける可能性が低いことを示すものである．また，ヒトにおける ELT と rosuvastatin の相互作用に
おいて，小腸における BCRP 阻害が重要であることを明らかにした．これの結果から，rosuvastatin














第 2 章においては，ELT の主たる消失臓器および分布臓器が肝臓であること，および体内から
の消失の律速段階が肝取り込み過程であることを明らかにした．また，有機アニオン化合物であ
る ELT の肝取り込み過程には，OATP1B1 などの有機アニオントランスポーターおよび有機カチ
オントランスポーターOCT1 など複数のトランスポーターが関与することを明らかにした． 
 第 3 章においては，併用薬との相互作用の可能性について考察した．ELT の OATP1B1 は介し
た肝取り込みは，rosuvastatin などの併用薬によって強く阻害されるが，PBPK モデルも用いた解
析によって，in vivo においては相互作用はほとんど起こらないだろうと考えられた．また，臨床
で認められた ELT と rosuvastatin の相互作用のメカニズムは，消化管における ELT による BCRP
を介した rosuvastatin の排出阻害であることを明らかにした． 
これらの結果より，ELT の体内からの消失の律速段階はトランスポーターを介した肝取り込み
過程であるが，肝取り込みトランスポーターを介した併用薬との相互作用の可能性は低いものと
考えられた．一方で，ELT は BCRP の強い阻害剤であり，かつ基質であることから，消化管にお







 本稿を終えるにあたり，終始御懇篤なる御指導，御鞭撻を賜りました金沢大学 医薬保健研究域 
薬学系 教授 加藤 将夫先生に謹んで感謝の意を表します． 
 また，本研究を遂行するにあたり，終始有益なご指導を賜りました金沢大学 医薬保健研究域 薬





















H]Estrone 3-sulfate（57.3 Ci/mmol）は，PerkinElmer Life and Analytical Sciences（Waltham, MA, USA）
から購入した． [3H]Estradiol 17-glucuronide（41.8 Ci/mmol）, [3H]carnitine（85 Ci/mmol）および 
[
14
C]tetraethylammonium（55 Ci/mol）は，American Radiolabeled Chemicals, Inc.（St. Louis, MO, USA）




無処置の雄性 Sprague-Dawley ラット（7-9 週齢）および頸静脈と胆管にカニュレーションを施
したラット（8-9 週齢）は，日本チャールス・リバー株式会社より購入した．マウスは 7-9 週齢で
使用した．トランスポーターのアダプター分子である PDZK1 の遺伝子ノックアウトマウスは Lan
および Silver（2005）らによる構築されたものを，金沢大学の実験動物施設において繁殖させたも








で溶解し，1 mg/mL 水溶液を調製した．この Eltrombopag 水溶液を，1 mg/kg の投与量で尾静脈か
ら注入した．Rifampcin の併用試験においては，Eltrombopag を投与する 5 min 前に Rifampicin を





初期分布容積（V0）および定常状態分布容積（Vdss）は WinNonlin（Professional version 5.2; Pharsight, 





5. ラット及びマウスにおける Integration plot解析 
ペントバルビタール麻酔下のラットに，Eltrombopagを 1 mg/kgの投与量で尾静脈から注入した．
血液サンプルは，投与後 0.5, 1, 3, 10 および 20 分に頸静脈から採取した．また，投与後 1, 10 min
に少量の肝臓をバイオプシーにより採取した．投与後 20 min にラットを犠死させ，肝臓を採取し
た．Rifampicin の併用試験では，Eltrombopag を投与する 5 分前に Rifampicin を 20 mg/kg の投与量
で投与した． 
ペントバルビタール麻酔下のマウスに，Eltrombopag を 1 mg/kg の投与量で左頸静脈から注入し
た．血液サンプルは，投与後 30, 60, 90 および 110 秒に右頸静脈から採取し，遠心分離によって
血漿を得た．投与後 120 秒にマウスを犠死させ，肝臓と腎臓を採取した．Tetrapentylammonium
（TPeA）または rifampicin の併用試験では，既報（Lau et al., 2006; Choi et al., 2007）に従い，
Eltrombopag を投与する 1 分前および 5 分前に，TPeA または rifampicin をそれぞれ 30 μmol/kg お
よび 20 mg/kg の投与量で投与した． 
血漿，肝臓および腎臓中濃度は LC-MS/MS で測定した．ラットにおいては肝臓から排出は無視
できると仮定し，式 1 を用いて臓器取り込みクリアランス（CLuptake）を算出した．CLuptakeは X(t) / 
Cp(t)を AUC / Cp(t)に対してプロットした場合の傾きとして得られる．また，マウスにおいては，













     (1) 
X(t): t 時間における組織中化合物量 
Cp(t): t 時間における血漿中化合物濃度 
Ve: 血漿と瞬時に平衡が成り立つコンパートメントへの分布容積 
 
6. マウス肝細胞の単離とそれを用いた取り込み試験（Silicone layer 法） 
コラーゲン還流法（Sugiura et al., 2010）を用いて，マウスより肝細胞を単離した．遊離肝細胞




取り込み試験では，ELT の吸着を防ぐために，5 µM HSA  含有 transport buffer を用いた．細胞
懸濁液は，チューブに 50 µL ずつ分注し，氷上に置いた．細胞懸濁液を 37℃の水浴上で 5 min プ
レインキュベーションした後，ELT 溶液 50 µL を添加し，インキュベーションを開始した．なお，
阻害実験では，rotenone および carbonylcyanide-p-trifluoromethoxyphenyl hydrazone を除いて，プ
レインキュベーションは阻害剤を添加せずに実施した．反応停止は，0.1 % BSA含有 transport buffer 
600 µL 添加して，200 µL ずつ 3 本のシリコンチューブ（上層: シリコンオイル（density 1.015），
下層: 1.5 N KOH）に分注し，遠心（10,000 rpm, 1 min）することで行った．上清は 0.5 % Tween 80
含有 transport buffer と 1:1 で混和した．下層は室温で一晩かけて細胞を可溶化した．細胞タンパク
量は，protein assay kit（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) を用いて，Bradford 法（Bradford, 
1976）で測定した．タンパク定量の検量線は BSA で作成した．  
 
Transport buffer（pH 7.4）の組成 
Chemical Concentration 
NaCl 125 mM 
KCl 4.8 mM 
D-glucose 5.6 mM 
CaCl2 1.2 mM 
KH2PO4 1.2 mM 
MgSO4 1.2 mM 
HEPES 25 mM 
    pH was adjusted at 7.4 by NaOH 
 
7. ヒト肝トランスポーターを発現させた HEK293細胞を用いた輸送試験 
HEK293/PDZK1細胞は，10% fetal bovine serum（FBS），penicillin-streptomycinおよび 1 mg/mL G418
を含有する Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）を用いて，CO2インキュベータ （ー37℃，
5% CO2）内で培養した．ヒトOATP1B1，OATP1B3，OATP2B1またはOCT1の cDNAを含む pcDNA3
プラスミドベクターを，calcium phosphate precipitation 法を用いて HEK293/PDZK1 細胞にトランス
フェクションし，一過性発現細胞を得た．なお，今回，以下の理由から HEK293/PDZK1 細胞を使
用した．PDZ アダプタータンパクである PDZK1 は in vitro で様々な薬物度ランスポーターの輸送
活性を増加させることが報告されている（Sugiura et al., 2006）．また，in vivo において肝細胞の
胆管側膜上のトランスポーターの発現を制御していることが報告されている（Wang et al, 2005）．
一方で，OATP1B1，OTAP1B3，OATP2B1 または OCT1 については，PDZK1 によって輸送活性が
増加するかどうかは明らかになっていない． 




silicone layer 法を用いて実施した． 
OCT1 は，poly(L-lysine)コートした 12 well plate で HEK293/PDZK1 細胞を培養し，トランスフェ
クションを行った．細胞は剥離せず，そのまま取り込み実験に使用した．細胞は transport buffer
で 1 回洗浄した後，再度 transport buffer を添加して，37℃の水浴上で 10 min プレインキュベーシ
ョンした．その後，transport buffer を取り除き，薬液を添加し，インキュベーションを開始した．
一定時間後に薬液を回収し，ice-cold transport buffer を加えることで反応を停止させた．Ice-cold 
transport buffer で 3 回細胞を洗浄したのち，0.2 N NaOH で細胞を溶解させた． 
放射活性の測定は，細胞を KOH で溶解し，その溶解液を HCl で中和した後に Clearsol I（ナカ
ライテスク，Kyoto，Japan）を加えて，液体シンチレーションカウンター（Aloka, Tokyo, Japan）
で測定した．細胞タンパク量は，前述した方法で測定した．Transport buffer 中および細胞溶解液






サンプル（in 1.5 N KOH），1.5 N HCl，0.1 M EDTA および内標準物質（500 ng/ mL diclofenac メ
タノール溶液）を混合し，12,000 rpm, 4℃で 5 min 間遠心した．上清 5 µL を LC-MS/MS に注入
した． 
＜Medium サンプル＞ 
 Medium，精製水，0.1M EDTA および内標準物質（500 ng/ mL diclofenac メタノール溶液）を混
合し，12,000 rpm, 4℃で 5 min 間遠心した．上清 5 µL を LC-MS/MS に注入した． 
＜臓器サンプル＞ 
臓器の一部また全量に 4 倍量の PBS(-)を添加し，ポリトロンホモジナイザーでホモジネートを
調製した．ホモジネート，精製水，0.1M EDTA および内標準物質（500 ng/ mL diclofenac メタ





Instrument : ACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA) 
Column : ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 (1.7 μm), 2.1 x 50 mm  
 (Waters, Milford, MA) 
    Guard column : In-line filter unit with flit (0.2μm, 2.1 mm)  
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 (Waters, Milford, MA) 
    Mobile Phase : A) 0.1 % HCOOH 
                B) 0.1 % HCOOH in acetonitrile/methanol (3:2)  
    Flow rate : 0.4 mL/min 
    Column Temperature  : 45℃ 
    Gradient Condition :  
       Time (min)           B (%) 
0.00                35 
0.40                35 
3.60                95 
4.60                95 
4.61                35 
5.50                35 
 
MS/MS Condition 
Instrument : Quattro Premier XE (Waters, Milford, MA) 
Scan Type  : MRM (Multiple reaction monitoring) 
Ionization  : Electrospray 
Polarity  : Positive 
Capillary  : 3.20 kV 
Source Temp.  : 120℃ 
Desolvation Temp.  : 400℃ 
Cone Gas Flow  : 50 L/hr 
Desolvation Gas Flow : 800 L/hr 
Parameter :  
Compound Parent Daughter Cone Collision 
 (Da) (Da) (V) (eV) 
Diclofenac (I.S.) 295.9 214.7 20 18 





血漿，内標準物質 (Furosemide)，AcCN を混合し，15,000 rpm, 4℃で 10 min 間遠心した．上清
30 µL を採取し、移動相 30 µL を加えてよくボルテックスし，15,000 rpm, 4℃で 10 分間遠心し





臓器は 2 等量の PBS を加えて，ホモジネートした．ホモジネートと AcCN を混合して除タンパ
クを行い，内標準物質 (furosemide) を添加して混合した後，15,000 rpm, 4℃で 10 min 間遠心し
た．上清 20 µL に移動相 60 µL を加えてボルテックスし，15,000 rpm, 4℃で 10 min 間遠心した．




  System controller : SLC-10A VP 
  Pump : LC-10AD VP 
  Detector : SPD-10A VP 
  Autoinjector : SIL-10AD VP 
  Column oven : CTO-10A VP 
  Degasser : DGU-14A 
  Column temperature : 40℃ 
  Column : Cosmosil 5C18-AR-Ⅱ Packed Column 4.6 mm i.d.×150 mm 
  Mobile phase : 15% Methanol / 85% 20 mM Ammonium acetate  
 (1% 1-Octanesulfonic acid sodium salt 含有) 
  Flow rate : 1.0 mL/ min 
  Wave length : 236 nm 
  Retention time : 9-10 min 
  Internal standard : Furosemide 
 
9. データ解析 
統計解析は，Student’s t test を用いて実施した．p < 0.05 の場合に，有意差ありと判断した． 
ELT の取り込みに関する kinetic parameters は式 2, 3 に基づき最小二乗法で算出した．式の選択
は赤池情報量規準に基づいて実施した． 
 
v =  𝑉𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝑆 (𝐾𝑚  +  𝑆)⁄  + 𝐾𝑚 ∙ 𝑆  (2) 
v =  𝑉𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝑆 (𝐾𝑚 ∙ (1 + 𝐼 𝐾𝑖)  +  𝑆)⁄⁄ + 𝐾𝑛𝑠 ∙ 𝑆 (3) 
 
v: 初期取り込み速度，S: 基質濃度，I: 阻害剤濃度，Vmax: 最大取り込み速度， 








Eltrombopag は，日産化学工業株式会社（Tokyo, Japan）で合成した．  
 
2. 試薬 
Rosuvastatin は，Toronto Research Chemicals Inc.（Toronto, ON, Canada）から購入した．Rhodamine 123
は東京化成工業株式会社（Tokyo, Japan）から購入した．ヒト凍結肝細胞（H1000.H15T, #694, from 
a 29-year-old male Caucasian; XenoTech, Lenexa, KS, USA）は積水メディカル株式会社（Tokyo, Japan）
から入手した．Cryopreserved hepatocyte purification kit (454500) は Becton Dickinson（Franklin 
Lakes, NJ, USA）から購入した．その他の試薬は，市販の分析グレードのものを使用した． 
 
3. 動物 







与採血の際には，マウスをジエチルエーテルを用いて麻酔を施した．ELT は 5 µM HSA 含有生理
食塩水に溶解し，0.4 mg/mL とした．それをゾンデを用いて，2 mg/kg の用量でマウスに強制経口
投与した．なお，5 µM HSA 含有生理食塩水は，実験器具等への ELT の非特異的吸着を防ぐため
に使用した．Rosuvastatin は，0.5% hydroxypropyl methylcellulose に懸濁し，10 mg/5 mL/kg の用量
で強制経口投与した．また，5 µM HSA 含有生理食塩水に溶解し．4 mg/2 mL/kg の用量で尾静脈か
ら静脈内投与した．投与後，設定した時間間隔で，尾静脈から血液サンプルを採取した．血液サ
ンプルは遠心を行い，血漿を得た． 
Closed loop 法による試験では，マウスは試験に供する前に約 6 時間絶食させた．また，その間
も水は自由に摂取させた．マウスをペントバルビタール麻酔下で開腹し，総胆管のすぐ下と，そ
れより下部の 2 箇所で消化管を結紮し，10 cm の closed loop を作成した．ELT（2 mg/1 mL/kg）ま








HEK293/OATP1B1（Fujita et al, 2014）および HEK293/OCT1 安定性発現細胞を以下の方法で取得
した．HEK293 細胞に full-length OATP1B1 および OCT1 を組み込んだ pcDNA3 ベクターを，calcium 
phosphate precipitation 法でトランスフェクションした．その後，G418（1 mg/mL, 和光純薬工業株
式会社）を添加することで安定発現細胞を取得した．HEK293/OATP1B1 細胞および HEK293/OCT1
細胞は，10 % FBS, 1 mg/mL G418, 100 U/ mL penicillin G および 100 µg/ mL streptomycine を含有す
るDMEM培地（phenol red 不含）（和光純薬工業株式会社）を用いて，CO2インキュベータ （ー37℃，
5% CO2）内で培養した． 
BCRP お よ び PDZK1 を ， ま た は PDZK1 の み を 安 定 発 現 す る MDCKII 細 胞
（MDCKII/BCRP/PDZK1 および MDCKII/mock/PDZK1 細胞）は，Shimizu ら（2011）によって取
得されたものを用いた．10 % FBS, 1 mg/mL G418, 0.2 mg/mL zeocin, 100 U/ mL penicillin G および
100 µg/ mL streptomycine を含有する DMEM 培地を用いて，CO2 インキュベータ （ー37℃，5% CO2）
内で培養した． 
LLC-PK1 細胞および P-glycoprotein を安定性発現した細胞である LLC-GA5-COL150 細胞
（Tanigawara et al., 1992; Ueda et al., 1992）は，理研バイオリソースセンター（Tsukuba, Japan）か
ら取得した．LLC-PK1 および LLC-GA5-COL150 細胞は，10 % FBS, 100 U/ mL penicillin G および
100 µg/ mL streptomycine を含有する 199 培地を用いて，CO2 インキュベーター（37℃，5% CO2）
内で培養した．LLC-GA5-COL150 細胞に関しては，P-glycoprotein の安定発現を確認するために，
150 ng/mL colchicine を添加した． 
 
6. 取り込み試験 
HEK293/OATP1B1 細胞を用いた ELT 取り込み試験（Silicon layer 法） 
ELT の吸着を防ぐために，5 µM human serum albumin (HSA) 含有 transport buffer を用いた．
HEK293/OATP1B1細胞および normal HEK293細胞を 3×106 cells/dishの密度で 10 cm dishに播種し，
CO2インキュベータ （ー37℃，5%CO2）内で培養した．播種してから 2 日後 （実験の 24 時間前） 
に 5 mM sodium buthyrate （100 µL/ 10 mL 培地）を添加した．10 cm dish から細胞を回収し，transport 
buffer で再懸濁した（Sugiura et al., 2010）．細胞懸濁液は，チューブに 50 µL ずつ分注し，氷上に
置いた．細胞懸濁液を 37℃の水浴上で 5 min プレインキュベーションした後，ELT 溶液 50 µLを
添加し，インキュベーションを開始した．なお，阻害試験では阻害剤を ELT と同時に細胞懸濁液
に添加した．30 min 後に 0.1 % BSA 含有 transport buffer 600 µL 添加して，200 µL ずつ 3 本のシリ
コンチューブ（上層: シリコンオイル（density 1.015），下層: 1.5 N KOH）に分注し，遠心（10,000 
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rpm, 1 min）することで反応を停止させた（Sugiura et al., 2010）．上清は 0.5 % Tween 80 含有 transport 
buffer と 1:1 で混和した．下層は室温で一晩かけて細胞を可溶化した．その後，測定までサンプル
は-30℃で保存した．細胞タンパク量は，protein assay kit（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 
を用いて，Bradford 法（Bradford, 1976）で測定した．タンパク定量の検量線は BSA で作成した． 
 
ヒト肝細胞における rosuvastatin 取り込み試験（Silicon layer 法） 
 ヒト凍結肝細胞は，Cryopreserved hepatocyte purification kit を用いて解凍し，ice-cold transport 
buffer で 1 × 106 cells/mL に懸濁した．細胞懸濁液は，チューブに 200 µL ずつ分注し，37℃の水浴
上で 5 minプレインキュベーションした後，ELTまたは vehicleを含有する rosuvastatin溶液 200 µL
を添加し，インキュベーションを開始した．ELT の吸着を防ぐために、薬液は細胞懸濁液に添加
する直前に調製した．10 min 後に，100 µL ずつ 3 本のシリコンチューブ（上層: シリコンオイル
（density 1.015），下層: 0.75 N KOH）にに分注し，遠心（10,000 rpm, 1 min）することで反応を停
止させた．ELT の吸着を防ぐために反応停止後直ちに，上清 50 µL を採取し，0.5 % Tween 80 含有
transport buffer 50 µL と混和した．下層は室温で一晩かけて細胞を可溶化した．その後，測定まで
サンプルは-30℃で保存した．細胞タンパク量は，前述した方法で測定した． 
 
OATP1B1/OATP1B1 細胞を用いた rosuvastatin 取り込み試験（Silicon layer 法） 
 培養した細胞の回収までは ELT 取り込み試験と同様に実施した．細胞懸濁液は，チューブに 350 
µL ずつ分注し，氷上に置いた．細胞懸濁液を 37℃の水浴上で 5 min 間プレインキュベーションし
た後，ELT または vechicle を含有する rosuvastatin 溶液を 350 µL 添加し，インキュベーションを開
始した．ELT の吸着を防ぐために，薬液は細胞懸濁液に添加する直前に調製した．5 min 後に，細
胞懸濁液を 3 本のシリコンチューブ（上層: シリコンオイル（density 1.015），下層: 0.75 N KOH）
に 200 µL ずつ分注し，遠心（10,000 rpm, 1 min）することで反応を停止させた．ELT の吸着を防




HEK293/OCT1 細胞を用いた ELT 取り込み試験（Dish 法） 
 ELT の吸着を防ぐために，5 µM human serum albumin (HSA) 含有 transport buffer を用いた．
HEK293/OCT1 細胞および normal HEK293 細胞を，ploy(L-lysine)コートした 12-well プレートに播
種し，CO2インキュベーター（37℃，5% CO2）内で培養した．細胞は，そのまま取り込み試験に
使用した．細胞は transport bffer で 2 回洗浄した後，再度 transport buffer を添加して，37℃の水浴
上で 10 min 間プレインキュベーションした．その後，transport buffer を取り除き，ELT 溶液を添
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加し，インキュベーションを開始した．30 min 後に薬液を回収し，ice-cold transport buffer を加え
ることで反応を停止させた．Ice-cold transport buffer で 3 回細胞を洗浄したのち，0.2 N NaOH で細
胞を溶解させた．反応後の薬液は 0.5 % Tween 80 含有 transport buffer と 1:1 で混和した．その後，
測定までサンプルは-30℃で保存した．細胞タンパク量は，前述した方法で測定した． 
 
LLC-GA5-COL150 細胞を用いた ELT 取り込み試験（Dish 法） 
LLC-PK1 細胞および LLC-GA5-COL150 細胞は，それぞれ 0.5 x 105 cells/well および 5.7 x 105 
cells/well の密度で 24-well プレートに播種し，CO2インキュベーター（37℃，5% CO2）内で培養
した．播種してから 3 日後に，取り込み試験を実施した．LLC-GA5-COL150 細胞に関しては，取
り込み試験の前に，colchicine を除いた培地で 6 h 培養した．細胞を transport buffer で 2 回洗浄し
た後に，再度 transport buffer を添加して，30 min プレインキュベーションした．その後，transport 
buffer を取り除き，基質および阻害剤を添加した 5 μM HSA 含有 transport buffer を添加し，インキ
ュベーションを開始した．90 min 後に細胞を ice-cold transport buffer で 3 回洗浄することで，反応
を停止させた．Rhodamine 123 取り込みを測定する際は，細胞を 0.1% Triton X-100 を含有する 10 
mM KH2PO4, pH 7.4 で溶解した．細胞のタンパク量は，Triton X-100 の影響を避けるために，BCA 
protein assay kit（Thermo Scientific, Rockford, IL, USA）で測定した．細胞溶解液中および培地中の
rhodamine 123 濃度は microplate fluorometer（MTP-880Lab; Hitachi High-Tech, Tokyo, Japan）を用い
て定量した（excitation: 490 nm, emission: 530 nm）．Rosuvastatin 取り込みを測定する際は，細胞を
0.2N NaOH で溶解した．細胞溶解液中および培地中の rosuvastatin 濃度は LC-MS/MS で定量した． 
 
7. MDCKII/BCRP/PDZK1細胞を介した ELT経細胞輸送試験 
MDCKII/BCRP/PDZK1細胞およびMDCKII/mock/PDZK1細胞を12 wellのTranswell polycarbonate 
inserts（3 µm pore size, 12-mm diameter; Corning Life Sciences, Edison, NJ, USA）上に 3 × 105 cells/ well
の密度で播種し，CO2インキュベーター（37℃，5% CO2）内で培養した．播種してから 3 日後に
輸送実験を実施した．細胞を 5 µM HSA 含有 HBSS buffer で 3 回洗浄し，BL 側に HBSS, pH 7.4 を
AP 側に HBSS, pH 6.0 を添加し，25 min 間プレインキュベーションした．その後，HBSS buffer を
取り除き，基質および阻害剤を添加した 5 µM HSA 含有 HBSS buffer を AP または BL 側に添加し
て，反応を開始した．反応開始直後、60, 120, 180, 240 分後に透過液を 100 µL 採取し，当量の新し
い HBSS buffer を加えた．また，反応開始直後，120, 240 分後に donor 側から薬液を 10 µL ずつ採
取した．透過液および薬液は，0.5 % Tween 80 溶液と 1:1 で混和した．240 min 後に細胞を HBSS 





HBSS（pH 6.0 and 7.4）の組成 
Chemical Concentration 
NaCl 136.7 mM 
KCl 5.36 mM 
D-glucose 25 mM 
CaCl2 0.952 mM 
KH2PO4 0.441 mM 
Na2HPO4 0.385 mM 
MgSO4 0.812 mM 
MES (pH 6.0) 10 mM 
HEPES (pH 7.4) 10 mM 
    pH was adjusted at 6.0 or 7.4 by NaOH 
 
 Efflux ratio（ER）は，BL-to-AP 方向における見かけの透過係数（Papp）を AP-to-BL 方向におけ
る Papp で除することで算出した．なお，Papp は，インキュベーション時間に対する透過容積の
プロットの傾きを donor 側の初濃度と細胞単層膜の表面積（1.1 cm2）で除することで算出した．





ratiofluxNet     (4) 
 
8. タンパク結合試験（平衡透析） 
 5 µM HSA 含有 transport buffer 中における ELT，rosuvastatin および atorvastatin のタンパク結合率
は，BD GentestTM Serum Binding System（Cat. No. 453700, Lot No. 7243MC1）を用いた平衡透析法
によって求めた．Membrane を 20 分間精精製水に浸した後，次に 30 % エタノールに 20 分間浸し
た．精製水で2回洗浄し，さらにTransport bufferに60分間浸した後に，Top chamberに transport buffer
を 250 µL, bottom chamber に ELT または rosuvastatin を添加した 5 µM HSA 含有 transport buffer を
750 µL 添加した． 37℃で 20 h 振盪した（100 rpm）．それぞれの chamber から溶液を回収し，0.5 % 
Tween 80 含有 transport buffer と 1:1 で混合した．濃度を測定し，top chamber 溶液の濃度を unbound








 / ( IC50
n
 + I )  (5) 
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ここで，R は阻害剤存在下での取り込み活性（% of Control），I は阻害剤濃度，n は Hill 係数を表
す． 
有意差検定は Student’s t-test を用いて行い，p < 0.05 を有意水準とした． 
 
10. Staticモデルに基づく薬物相互作用の予測 
 ELT の OATP1B1 を介した取り込みに対する併用薬物の in vitro の IC50 値と最高血漿中濃度
Cmax,sysまたは最大門脈中濃度 Cmax,pvを比較することで，相互作用の可能性を評価した．Cmax,sysは，
インタビューフォーム（Crestor, Lipitor, Mevalotin, Surepost, Starsis, Euglucon, Predomine, Clarith, 
Sawacillin, Omepral, Pariet, Takepron, Azanin, Endoxan, and Revolade）から調査した．また，Cmax,pv








 max,max,    (6) 
Fa: 吸収率，ka: 一次吸収速度定数,，Qh: 肝血流速度 
 
Fa = 1, ka = 0.1 と仮定して計算した（Ito et al., 1998）．また，Qhとして 1450 mL/min を使用した
（Davies and Morris, 1993）． 
 
11. ELTと rosuvastatinの相互作用のシミュレーション 






1) ELT および rosuvastatin はともに主として肝臓に分布することから（Bauman et al., 2011; Martin 
et al., 2003），分布臓器は肝臓と血液のみとする． 
2) ELT および rosuvastatin の消失は，ともに肝取り込み律速であることから（Takeuchi et al., 2011; 
Jones et al., 2012），細胞内から細胞外液への戻りは無視できるとする． 
3) 短時間での血漿中濃度推移を予測する場合には，腸肝循環は無視できる． 
Rosuvastatin および ELT 経口吸収率（Fa･Fg），血漿中濃度に対する血中濃度の比（Rb），血漿中
遊離型分率および肝外クリアランスは，文献値を用いた（Martin et al., 2003; U.S. Food and Drug 
Administration [http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/nda/2008/022291s000_TOC.cfm]）（Table 
1）．肝細胞外スペースの容積および肝臓容積についても文献値を用いた（Davies and Morris, 1993; 
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Watanabe et al., 2009）（Table 1）．ka, 分布容積（Vd）および肝取り込み固有クリアランス（PSinf）





















     (7) 
ここで，Pinf は相手方の薬物が存在しない時の肝取り込み固有クリアランスを，Pinf,app は相手方の
薬物が存在した時の Pinf を，Cext,p は相手方薬物の細胞外液濃度を，fp は相手方の薬物の血漿中非
結合形分率を表す．Kiとしては，HEK293/OATP1B1 細胞における IC50値を用いた．消化管におけ
る排出が阻害された場合のシミュレーションでは，Fa･Fgがほぼ 1となると仮定した（Fa･Fg = 0.9）．
PBPK モデルに対する当てはめ計算とシミュレーションには，Napp (version 2.3.1 for Macintosh 






細胞・medium サンプルの処理は第 2 章の実験に記述した。 
 
＜経細胞輸送試験の薬液・透過液サンプル＞ 
サンプル，0.1 M EDTA，内標準液（500 ng/mL diclofenac メタノール溶液）を混合し， 12,000 rpm, 
4℃で 5 min 遠心した。上清を 5 µL を LC/MS/MS に注入した． 
 
＜タンパク結合実験のサンプル＞ 
 サンプル，精製水，0.1 M EDTA および内標準液（500 ng/ mL diclofenac メタノール溶液）を混
合し， 12,000 rpm, 4℃で 5 min 遠心した。上清を 5 µL を LC/MS/MS に注入した． 
 
・定量条件 







細胞可溶化液（in 0.75 N KOH），HCl，内標準液（500 ng/mL diclofenac メタノール溶液）を混
合し， 12,000 rpm, 4℃で 5 min 遠心した。上清を 5 µL を LC/MS/MS に注入した． 
   
＜Medium サンプル＞ 
Medium，精製水，内標準液（500 ng/mL diclofenac メタノール溶液）を混合し， 12,000 rpm, 4℃
で 5 min 遠心した。上清を 5 µL を LC/MS/MS に注入した． 
   
＜経細胞輸送試験の薬液・透過液サンプル＞ 
サンプル, 内標内標準液（500 ng/mL diclofenac メタノール溶液）を混合し， 12,000 rpm, 4℃で
5 min 遠心した。上清を 5 µL を LC/MS/MS に注入した． 
 
＜タンパク結合実験のサンプル＞ 
サンプル 200 µL （Top 溶液）あるいは 100 µL （Bottom 溶液）, 内標（500 ng/ mL diclofenac
メタノール溶液） 100 µL および MeOH 700 µL を混合し，12,000 rpm, 4℃で 10min 遠心した. 





  Instrument : ACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA) 
  Column : ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 (1.7 µm), 2.1×50 mm 
              (Waters, Milford, MA) 
  Guard column : Inline filter unit with flit (0.2 µm, 2.1 mm)  
(Waters, Milford, MA) 
  Mobile phase : A) 0.1 % HCOOH 
                  B) 0.1 % HCOOH in acetonitrile/methanol (3:2) 
  Flow rate : 0.5 mL/ min 
  Column temperature : 45℃ 
  Gradient condition:    
Time (min)          B (%) 
0.00              5 
2.00              95 
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3.00              95 
3.01              5 
3.50              5 
MS/MS Condition 
  Instrument : Quattro Premier XE (Waters, Milford, MA) 
  Scan type : MRM (Multiple reaction monitoring) 
  Ionization : Electrospray 
  Polarity : Positive 
  Parameter : 
Compound Parent Daughter Cone Collision 
 (Da) (Da) (V) (eV) 
Rosuvastatin 482.1 258.1 40 35 





細胞可溶化液（in 0.2 N NaOH）50 µL に 5 N HCl 2 µL を加え中和した．内標準液（furosemide） 
10 µL, 標準液あるいは H2O 10 µL, AcCN 60 µL を添加し，よくボルテックスした後，遠心した




蒸留水で 100 倍希釈した medium 10 µL, 内標準液 10 µL, AcCN 20 µL を混和し，遠心 (15,000 
rpm, 4℃, 10 min)した後，上清 30 µL と移動相 30 µL を混和し，20 µL を HPLC に注入した． 
 
・定量条件 
 定量条件は第 2 章の実験に記述した。 
 
Cimetidine, ranitidine 定量 
・細胞サンプル 
 細胞可溶化液（in 0.2 N NaOH）100 µL に 5 N HCl 4 µL を加え中和した．標準物質 10 µL, 標準
液あるいは精製水 10 µL, AcCN 496 µL を添加し、よくボルテックスした後，遠心（15,000 rpm, 
4℃, 10 min）した．上清を採取し、遠心エバポレーターで蒸発乾固したのち移動相 30 µLで




 ・Medium サンプル 
  Medium 10 µL, 内標準液 10 µL, AcCN 20 µL を混和し，遠心（15,000 rpm, 4℃, 10 min）した後、




  System controller : SLC-10A VP 
  Pump : LC-10AD VP 
  Detector : SPD-10A VP 
  Autoinjector : SIL-10AD VP 
  Column oven : CTO-10A VP 
  Degasser : DGU-14A 
  Column temperature : 40℃ 
  Column  : Cosmosil 5C18-MS-Ⅱ Packed Column 4.6 mm i.d.×150 mm 
  Mobile phase:  
12 % Acetonitrile / 88 % 10 mM Potassium phosphate (pH 8.0) (for Ranitidine) 
10 % Acetonitrile / 90 % 10 mM Potassium phosphate (pH 8.0) (for Cimetidine) 
  Flow rate : 1.0 mL/ min 
  Wave length : 228 nm 
  Retention time : 11-12 min (for Cimetidine),  
  Internal standard   : Famotidine (for Cimetidine),  
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